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ВСТУП
Останнім часом увага дослідників пухлинного 
росту привернута до особливостей функціонуван­
ня геному, пов’язаних з епігеномними механізмами. 
Найсвіжіші дані свідчать про існування спеціальної 
системи регулювання експресії генів і збереження 
спадкової інформації, яка знаходиться за межами 
структурної перебудови ДНК. Епігеномні модифі­
кації — це оборотні перебудови хроматину, які мо­
дулюють генну експресію без зміни послідовностей 
ДНК та забезпечують варіабельність транскрипцій­
ної активності окремих генів, перебігу клітинного 
циклу, реплікації та репарації ДНК, а також фено­
менів імпринтингу. Два незалежні епігеномні меха­
нізми — метилування ДНК й ацетилювання гісто­
нів — часто залучені до процесу злоякісної транс­
формації клітин [1, 2].
На додаток до відомостей про генетичну при­
роду раку відомо, що рак є епігеномним захворю­
ванням [2–5]. Основною епігеномною модифіка­
цією при злоякісних новоутвореннях є метилування 
ДНК, зокрема однією з найбільш важливих є інак­
тивація генів­супресорів пухлинного росту через гі­
перметилування CpG­острівців в їх промотор них ре­
гіонах [6–8]. Ці ділянки (серед інших) є мішенями 
для ДНК­деметилуючих агентів як можливих про­
типухлинних засобів [1, 6, 7].
Друга група епігеномних регуляторних механіз­
мів (на рівні транскрипції) реалізується модифікаці­
ями структури гістонових білків. Відомо, що струк­
тура ядерного хроматину, щільність його упаковки 
значною мірою залежать від сумарного заряду гісто­
нів. Зміни процесів ацетилювання, фосфорилюван­
ня, метилування, убіквітинування та інші модифіка­
ції істотно впливають на рівень цього заряду, а тим 
самим — на здатність гістонів зв’язуватися з ДНК, 
виключати функцію окремих генів чи їх груп [9, 10].
Гістоновий код, що регулює генну експресію, 
формується із по­різному ацетильованих залиш­
ків лізину в гістонах. У злоякісних клітинах значне 
збільшення частки дезацетильованих гістонів зви­
чайно асоціюється з гіперметилуванням ДНК і ви­
ключенням генів­супресорів пухлинного росту. Ці 
механізми одержали назву «Histone language» [11]. 
Ряд сполук, відомих як протипухлинні засоби, здат­
ні інгібувати дезацетилази гістонів (HDAC) [1, 12, 
13]. HDAC — група ферментів, що регулює тран­
скрипцію і ряд специфічних клітинних функцій, 
зокрема пригнічення пухлинного росту за участі 
білка р53. Інгібітори HDAC (iHDAC) виявляють 
протипухлинну активність, в більшості випадків 
добре переносяться та були успішно введені у клі­
нічні випробування [14, 15, 19]. Вони класифіку­
ються за хімічною структурою та здатністю пригні­
чувати HDAC I, II і IV класів. Серед iHDAC най­
більш потужними є похідні гідроксамової кислоти, 
зокрема SAHA, що недавно була використана для 
терапії шкірних лімфом. Інші класи iHDAC: ко­
роткі ланцюжки жирних кислот (SCFA), бенза­
міди, епоксикетони, неепоксикетони, що містять 
циклічні тетрапептиди, та гібридні молекули [8–
10, 12, 13, 16–18], — були також низькотоксични­
ми і виявили протипухлинну активність проти со­
лідних і гематологічних пухлин [10, 13, 19]. Крім 
того, іHDAC є сенсибілізаторами для радіаційно­
го впливу. Водночас молекулярна основа селектив­
ної протипухлинної дії цієї групи речовин залиша­
ється невідомою. На наведених даних ґрунтується 
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ідея, що глибоке вивчення і  використання iHDAC 
(як окремих препаратів або їх синергічного впли­
ву з гіпометилуючими засобами, а також засобами 
хіміо­ та радіотерапії) становить значний інтерес і 
може стати однією зі стратегій для лікування зло­
якісних пухлин [10, 14, 16, 17].
Ще одним важливим епігеномним механізмом 
регулювання експресії геному є активність числен­
них внутрішньоклітинних рибонуклеаз (РНКаз). 
Останні являють собою велику групу життєво важ­
ливих для клітини ферментів, функціонування яких 
забезпечує необхідну рівновагу між процесами син­
тезу, функціонування і руйнування РНК; відома їх 
роль у механізмах процесингу та сплайсингу різних 
класів РНК [20–22]. Численні РНКази мають важ­
ливе значення для експресії продуктів різних генів. 
Зокрема, вони відіграють важливу роль у процесах 
апоптозу [23], знищенні вірусних і позаклітинних 
РНК [24]. Зараз відомо, що деякі види РНКаз ви­
являють значну протипухлинну активність і в най­
ближчому майбутньому можуть бути використа­
ні як протипухлинні засоби [25–28]. Рівень актив­
ності РНКаз у клітинах злоякісних новоутворень 
знижений [28, 29, 30, 33, 34]. Їх активність зростає 
у біологічних рідинах в організмі з пухлиною. При­
чиною цього може бути підвищений рівень «виті­
кання» ферментів із трансформованих клітин, що 
зумовлено, зокрема, ослабленням білок­білкових 
зв’язків за участю поліамінів [32, 35].
На сьогодні недостатньо вивчено взаємодію між 
РНКазами та поліамінами. Показано, що спермін 
і спермідин у мікромолярних концентраціях здат­
ні у кілька разів (до 7) підвищувати активність різ­
номанітних РНКаз, пригнічених інгібіторами [36]. 
Дія таких інгібіторів РНКаз, як полі­А, полі­Г, дво­
ниткові РНК або ДНК, може бути повністю припи­
нена за наявності малих концентрацій спермідину, 
сперміну і меншою мірою путресцину [36–38]. Вод­
ночас великі концентрації поліамінів здатні пригні­
чувати активність РНКаз аж до повного блокуван­
ня. Заслуговують на увагу дані стосовно того, що 
під впливом поліамінів може змінюватися субстрат­
на специфічність цих ферментів, пов’язана з послі­
довністю тих чи інших нуклеотидів у молекулі РНК 
[38]. Усе це вказує на те, що РНКази разом із поліа­
мінами являють собою важливий механізм регуля­
ції генетичної активності та мають бути предметом 
активного дослідження.
Враховуючи вищевикладене, метою роботи було 
вивчення ряду ранніх епігеномних змін у пухлинних 
клітинах за умов блокування синтезу поліамінів спе­
цифічними інгібіторами.
ОБ’ЄКТ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
У дослідженні були застосовані високоспеци­
фічний інгібітор орнітиндекарбоксилази (ОDС; 
ЕС4.1.1.17) дифторметилорнітин (ДФМО) (R.M.I., 
France) та інгібітор S­аденозилметилдекарбоксилази 
(SAMDC, EC4.1.1.50) метилгліоксаль біс­
(гуанілгідразон)­дигідрохлорид (МГБГ) (Janssen, 
Belgium).
Використовували дорослих, статево зрілих ми­
шей­самців лінії CDF1 розведення експерименталь­
ної бази ІЕПОР НАН України, досліди з якими про­
водили у відповідності з Міжнародними правилами 
проведення робіт із лабораторними тваринами [39]. 
Клітини експериментальної лейкемії L1210 пере­
щеплювали шляхом введення в черевну порожни­
ну 5•105 клітин в об’ємі 0,25 мл стерильного ізото­
нічного розчину хлориду натрію.
Для досліджень in vitro із суспензії клітин L1210 
відбирали проби (20•106 клітин), які вміщували 
у живильне середовище 199, куди додавали дослі­
джувані інгібітори синтезу поліамінів. Проби були 
розділені таким чином: 1 — контроль; 2 — ДФМО 
(360 мкМ); 3 — МГБГ (34 мкМ); 4 — ДФМО + МГБГ 
(відповідно 360 та 34 мкМ). Клітинні суспензії ін­
кубували при температурі 37 0С протягом 60 хв або 
4 год, після чого осаджували низькошвидкісним 
центрифугуванням (1500 об./хв, 5 хв). З осаду клі­
тин екстрагували відповідними буферними розчи­
нами (для визначення активності ферментів, відпо­
відно до рекомендацій виробника) HDAC та РНКази 
або виділяли ДНК для оцінки рівня її метилування.
У дослідах in vivo на 5­ту добу розвитку лейко­
зу тваринам вводили ДФМО (800 мг/кг), МГБГ 
(75 мг/кг) або поєднання цих інгібіторів синтезу 
поліамінів у зазначених дозах. Через 24 год введен­
ня повторювали. Контрольним тваринам вводили 
по 0,25 мл ізотонічного розчину хлориду натрію. 
Через 4 год після останнього введення інгібіторів 
синтезу поліамінів усіх тварин забивали під легким 
ефірним наркозом, асцитну рідину вимивали з че­
ревної порожнини, підраховували кількість лейкоз­
них клітин. Із загального об’єму суспензії відбирали 
проби так, щоб у кожній було 5•106 клітин. Кліти­
ни осаджували низькошвидкісним центрифугуван­
ням, промивали один раз охолодженим 0,14 М роз­
чином NaCl і проводили екстракцію ферментів або 
виділяли ДНК.
При кількісному визначенні активності HDAC 
був використаний флуорогенний субстрат «HDAC 
Assay Kit Fluorimetric» (SIGMA­ALDRICH); рівень 
флуоресценції визначали при λ = 450 нм за умов збу­
дження при λ = 360 нм у планшетах Nunclon TM.
Вивчаючи активність РНКаз, здійснювали їх екс­
тракцію 8М забуференим розчином сечовини. Ви­
значення активності проводили із застосуванням 
електрофорезу в блоках поліакриламідного гелю. 
Клітинний екстракт доводили до 1% додецилсуль­
фатом натрію, розділяли в блоці 12% поліакрил­
амідного гелю за Laemmly [40]. До складу розділя­
ючого гелю як субстрат вводили поліуридилову кис­
лоту (400 мкг/мл). Після проведення електрофорезу 
протягом 4 год при градієнті напруги 20 В/см гель 
виймали з камери; після видалення додецилсуль­
фату натрію інкубували в 0,05М ацетатному буфе­
рі (рН 5,5) протягом 60 хв та забарвлювали 0,1% 
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розчином толуїдинового синього упродовж 30 хв. 
Гелі фотографували на цифрову камеру і обробля­
ли на комп’ютері за допомогою програми Totallab. 
Результати представлено у вигляді гістограм.
Для визначення рівня загального метилуван­
ня ДНК клітинний осад двічі промивали холодним 
0,14М розчином NaCl, після чого з кожної про­
би (5•106 клітин) проводили виділення ДНК стан­
дартним методом хлороформної депротеїнізації або 
за процедурою Miniprep. Після визначення концен­
трації ДНК рівень загального метилування дослі­
джували імуноферментним методом ELIZA (розчин 
ДНК із концентрацією 100 нг/мл вносили по 50 мкл 
у кожну лунку планшетів) за допомогою стандарт­
ного набору Epigentek (США) згідно з процедурою, 
рекомендованою виробником, шляхом вимірю­
вання поглинання при λ = 450 нм на рідері Synergy.
Статистичну обробку результатів проводили з ви­
користанням t­критерію Стьюдента.
РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
Завданням першої серії досліджень було ви­
вчення активності HDAC у клітинах L1210 на ран­
ніх етапах блокування in vitro синтезу поліамінів 
(рис. 1). Уже при короткочасній (60 хв) дії на клі­
тини L1210 інгібітора ОDС — ДФМО в них зни­
жується (p = 0,05) активність HDAC; ще більше 
зниження (p < 0,05) відмічено при дії інгібітора 
SAMDC — МГБГ. Найбільш виражене зниження 
(p < 0,01) активності HDAC спостерігали при поєд­
наній дії обох інгібіторів (див. рис. 1 а). Таким чи­
ном, зміни активності HDAC можуть бути віднесе­
ні до найбільш ранніх проявів, пов’язаних з інгібу­
ванням метаболізму поліамінів. При більш тривалій 
дії інгібіторів (4 год) активність HDAC у кліти­
нах L1210 продовжує знижуватися і утримується 
на низькому рівні (порівняно з контролем p < 0,05 
у всіх варіантах досліду) (див. рис. 1 б). Одержані 
дані узгоджуються з результатами багатьох дослід­
ників [9, 10], якими показана пряма кореляція між 
рівнем пригнічення активності HDAC і протипух­
линною дією інгібіторів синтезу поліамінів.
У наступній серії досліджень вивчали зміни ак­
тивності HDAC в умовах in vivo, коли інгібітори 
вводили тваринам з експериментальним лейкозом 
L1210 (рис. 2). Одержані дані підтвердили резуль­
тати досліджень in vitro, згідно з якими блокування 
синтезу поліамінів як на рівні декарбоксилюван­
ня орнітину, так і на рівні пригнічення активнос­
ті S­аде нозилметіоніндекарбоксилази призводить 
до тривалого зниження активності HDAC.
Дослідження метилування ДНК на ранніх ета­
пах блокування синтезу поліамінів in vitro пока­
зало, що при короткочасній (60 хв) дії ДФМО та 
ДФМО у поєднанні з МГБГ на клітини L1210 рі­
вень метилованої ДНК значно знижується; най­
більш виражене зниження спостерігається при по­
єднаній дії обох інгібіторів. Водночас вплив 
МГБГ не змінює рівня метилування (який навіть 
стає незначно вищим, ніж у контролі) (рис. 3 а). 
При більш тривалій (4 год) дії ДФМО у поєднан­
ні з МГБГ рівень метилування ДНК у клітинах 
L1210 продовжує знижуватися і стійко утримува­
тися на низькому рівні. Водночас зміни метилу­
вання ДНК при ізольованій дії кожного з інгібі­
торів мають протилежний (порівняно з описаним 
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Рис. 1. Вплив ДФМО, МГБГ та їх поєднання на актив­
ність HDAC у клітинах експериментального лейкозу L1210 
при впливі in vitro протягом 60 хв (а) і 4 год (б)
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Рис. 2. Вплив ДФМО, МГБГ та їх поєднання на актив­
ність HDAC у клітинах експериментального лейкозу L1210 
при дії in vivo протягом 28 год
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вище) напрямок: при тривалій дії ДФМО рівень 
метилування підвищився до такого у контролі; 
при дії МГБГ — достовірно (p < 0,05) знизився 
при зіставленні як із контролем, так і з даними ко­
роткочасної (60 хв) інкубації (рис. 3 б). У досліді 
in vivo, коли інгібітори синтезу поліамінів вводи­
ли тваринам із перещепленим лейкозом, рівень 
загального метилування ДНК у лейкозних кліти­
нах був нижчим, ніж у контролі, як за дії кожного 
з інгібіторів, так і їх комбінації (рис. 4).
Наступним етапом дослідження було вивчен­
ня активності внутрішньоклітинних РНКаз при дії 
інгібіторів синтезу поліамінів. При короткочас­
ному (60 хв) блокуванні синтезу поліамінів у клі­
тинах L1210 in vitro відмічають помітне (практич­
но в 2 рази) зростання активності РНКаз, особли­
во при поєднаній дії двох інгібіторів — ДФМО та 
МГБГ (рис. 5 а). Збільшення тривалості впливу ін­
гібіторів до 4 год супроводжувалося ще інтенсивні­
шим підвищенням активності внутрішньоклітин­
них РНКаз (рис. 5 б). Подібні результати одержані 
in vivo (рис. 6): помітне зростання активності РНКаз 
у клітинах лейкемії L1210 при дії ДФМО + МГБГ, 
ДФМО і значно меншою мірою МГБГ.
Механізм підвищення активності РНКаз 
при блокуванні синтезу поліамінів невідомий. Зрос­
тання ферментної активності не може бути поясне­
но руйнуванням або блокуванням дії природного 
інгібітора фермента, оскільки останній має значно 
більшу молекулярну масу і рухається при електрофо­
резі в поліакриламідному гелі набагато  повільніше, 
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Рис. 3. Вплив ДФМО, МГБГ та їх поєднання на рівень ме­
тилування ДНК, виділеної з клітин експериментального 
лейкозу L1210, при дії in vitro протягом 60 хв (а) і 4 год (б)
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Рис. 4. Вплив інгібіторів синтезу поліамінів у досліджен­
ні in vivo протягом 28 год на рівень загального метилуван­
ня ДНК у клітинах лейкозу L1210
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Рис. 5. Вплив ДФМО, МГБГ та їх поєднання на рівень 
активності РНКаз у клітинах L1210 при дії in vitro протя­
гом 60 хв (а) і 4 год (б)
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ніж фермент. Тому підвищення активності РНКаз 
може бути пов’язане із синтезом фермента de novo 
або з переходом фермента з неактивної (латентної) 
форми у фізіологічно активну. У будь­якому разі 
зростання активності ферментів, що руйнують різ­
ні види внутрішньоклітинних РНК, може свідчити 
про значні порушення внутрішньоклітинного ме­
таболізму лейкозних клітин. Відомо, що у багатьох 
випадках дія цитостатиків супроводжується підви­
щенням активності гідролітичних ферментів у клі­
тинах пухлин [31, 32].
ВИСНОВКИ
Результати дослідів свідчать, що блокування син­
тезу поліамінів активізує дію внутрішньоклітинних 
факторів, які різко змінюють процеси транскрип­
ції, трансляції та структури хроматину в пухлинних 
клітинах. Такі зміни у більшості випадків призво­
дять до апоптозу, аутофагії чи інших форм клітин­
ної смерті [23].
Застосування інгібіторів синтезу поліамінів 
із різним механізмом дії та їх обґрунтоване поєд­
нання є важливим напрямом у розробці цілеспря­
мованого впливу на пухлинний ріст.
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EPIGENETIC CHANGES IN CELLS 
OF EXPERIMENTAL LEUKEMIA UNDER 
THE BLOCKING OF POLYAMINE 
SYNTHESIS
V.O. Shlyakhovenko, A.V. Verbinenko, V.O. Milinevska
Summary. Objective: the early changes of histondeacety-
lase and ribonuclease activity and the level of total DNA 
methylation in cells of experimental leukemia L1210 un-
der the blocking of polyamine synthesis has been stu died. 
Objects and methods: experimental leukemia L1210 cells, 
methods of global DNA methylation, evaluation of histon-
deacetylase activity, enzymogram method of RNase activi-
ty. Results: it was found that the blocking of polyamine syn-
thesis at both the ornithine decarboxylation step (synthesis of 
putrescine) and the S-adenozyl methionine decarboxylation 
step spermidine and spermine synthesis) results in inhibi-
tion of histondeacetylaze and growth of RNase activity even 
during the first 2–4 hours of experiment. The level of total 
DNA methylation in leukemic cells varied mostly downward. 
Conclusions: utilization of inhibitors of polyamine synthesis 
with different mechanisms of action is a  promising direction 
in the development of targeting tumor growth.
Key Words: epigenetic changes, DNA methylation, 
histone acetylation, RNases, leukemia, cancer 
treatment.
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